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CAMPO DELLINVENZIONE 

II campo tecnico deli'invenzione 6 quelle della coltura cellulare in vitro ed 
espansione di cellule umane Isolate su scala Industriale. 
TECNiCAANTERIORE 

Uno degli approcci della terapia antitumorale § basato suH'utillzzo di 
linee cellulari o cellule Isolate ex-vivo dotate di attlvitd dtotossica. 
Nel primi anni '90 furono isolate alcune linee cellulari di linfociti T derivati 
da pazienti pediatrici portatori di leucemia T-linfoblastica acuta 
denominate TALL (T-cell-acute lymphoblastic leukemia) che 
comprendono le linee TALL-104. TALL-107, TALL-103/2, descritte in O' 
Connor et al. , 1991, Blood 77, 1534:1545 ed In Cesano e Santoll (In 
Vitro Cell. Dev. Biol., 1992, 28: 648-656) ed aventi caratteristiche di 
particolare interesse, tant'd ciie sono attualmente utilizzate con 
successo neiia terapia di tumori in diversi modelli animali e nell'uomo 
(Cesano et al. Blood 87:393-403; Cesano et al Cancer Res., 1996, 
56:3021-3029. US 5,272.082; US 5.683.690; US 5,702,702). 
Le linee cellulari TALL possiedono un'attivitd citotossica spedficamente 
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antitumorale e sono attive su divers! tipi di tumori: la caratteristica 
principale di queste ceiluie § che non sono MHC ristrette (Cesano et al. 
J. Immunol.. 1993, 151: 2943-2957) e possono quindi essere utilizzate In 
tutti i pazienti indipendentemente da! fenotipo degli antigeni di 
istocompatlbiliUi. Inottre, al contrario di alcuni tipi di linfodti dotati di 
attivitgi citotossica, quali ad esempio i TIL ed I LAK, utiiizzati alio stesso 
scopo, non necessitano di un concomitante trattamento con llnfocliine 
dopo la loro somministrazione in vivo, cosa che rappresenta un ulteriore 
vantaggio deil'uso di queste ceiluie In quanto la contemporanea 
somministiazione di linfociiine presenta diversi inconvenienti. 
Grazie a quest! vantaggi ed al fatto che i linfociti TALL sono stati 
sperimentati con successo in diverse patologie turhorali essi sono 
considerati uh'altemativa terapeutica interessante: al momento attuale 
risultano tuttavia limitanti i sistemi di espansione ceilulare utiiizzati: le 
cellule preparate per la Immunoterapla adottiv^ {adoptive 
immunotherapy) derivano infatti da colture cresciute in singole fiasche 
come descritto in: Cesano et al. Cancer Res., 1996 56: 4444-4452; 
Visonneau et al. Clin. Cancer Res, 1997. 3:1789-1797. Ci6 accede 
nonostante siano utiiizzati da tempo apparati per colture celluiari su 
scale industriale come quelll per la prepairazione di anticorpi monocionali 
e di proteine ricombinanti. Pertanto un sistema di coltura su scale 
industriale adatto a questo tipo di cellule 6 altamente desiderabiie. 
SOMMARIO 

L'invenzione ha per oggetto un procedimento per espandere e crescere 
In coltura linfociti TALL in quantity industriale utilizzando un sistema di 
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cottura omogeneo. Per quantity industriale di linfociti TALL 6 intesa una 
quantity pari ad aimeno 1x10^ cellule. 

In particolare II procedimento utilizza come fermentatore o sistema 
omogeneo la . cell-factory, preferibilmente a 10 ripiani. I llnfodti 
espandibili secondo questo procedimento sono sceiti nel gruppo 
costituito da: TALL-104, TALL-107, TALL-103/2, opzionatmente 
geneticamente modificati. 

In accordo. con un suo ulteriore aspetto I'lnvenzione riguarda inoltre un 
procedimento di preparazione di cellule per campionamento delle dosi 
terapeutiche di cellule prodotte In accordo con il primo aspetto 
dell'invenzione. costituito dalla saldatura del collarino di riempimento che 
genera aimeno una camera campionatrice contenente un numero di 
cellule sufficlente per 11 campionamento delle cellule contenute nella 
sacca. 

Descrizione delle figure 

Figura LGrafico relativo ai livelli di glucosio ed alia density celiulare di 
TALL cresclute in fiasca. 

In 15 fiasche di TALL furono determinati i seguenti parametri: numero di 

cellule/ml (-♦-) e livelli di glucosio (barra plena). 

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE 

L'invenzione riguarda un procedimento per espandere a livello 

industriale i linfociti TALL caratterizzato dal fatto che una coltura di 

cellule costltuita da aimeno 1x10® cellule vengono cresdute in un 

sistema omogeneo costituito da un'unica unitd fermentative. 

I linfociti TALL (T-cell-acute lymphoblastic leukemia) sono costituiti da 
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linee dl linfbcltl T citotossici derlvati da un pazlente pediatric© con 
leucemla llnfoblastolde e comprendono le linee TALL-104, TALL-107, 
TALL-103/2, come descritte In O* Connor et al., 1991, Blood 77, 
1534:1546; Cesano e Santoll, In Vitro Cell. Dev. Biol.. 1992, 28: 648- 
656). La linea cellulare d ancor pID preferibilmente la linea TALL-104. 
Tali linee cellulari possono anche essere modlficate geneticamente. 
FInora queste linee cellulari sono state amplificate solo In fiasche singole 
fino ad un masslmo otteniblle di circa 1x1 0® cellule/fiasca T175. 
Pertanto la preparazlone di sacche contenenti quantity terapeuticamente 
efflcaci dl cellule, comprese tra 10® e 10^^ cellule, preferibilmente 
comprese tra 1x10^ e 1x10^° ancor piD preferibilmente comprese tra 
1x10® e 2.5x10®, comportava Tamplificazione contemporanea di un 
numero molto alto dl fiasche singole. 

La crescita in fiasche singole rappresenta un sistema di coltura 
eterogeneo in quahto ogni fiasca rappresenta un micro-sistema colturale 
diverse. In accordo con ci6 e adeguandosi alle linee guide FDA 
"Guidance for Industry: Guidance for human somatic cell therapy and 
gene therapy." (CBER, March 1998. Punto III) del DIpartlmento per la 
salute US, che consiglia controlli separati per ogni miscela di cellule 
preparata In un sistema indlpendente. cellule derivanti da ogni singola 
fiasca costituiscono un lotto diverse e diventano quindl oggetto dl 
controlli indipendenti. Pertanto lo svlluppo di una sistema di coltura 
omogeneo per cellule di utillzzo in terapia ed in particolare per le TALL, 
rappresenta un enorme guadagno anche dal punto di vista del controlli 
di lotto. 
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L'ampliflcazlpne In un sistema eterogeneo costituito da numerose 
fiasche singole. presenta inoltre un elevato rischio di sterilltei per le 
numerose manipolazioni effettuate daH'operatore. 
Le cellule TALL crescono In sospenslone ma, sorprendentemente, non 
possono essere ampllficate o espanse nei sistemi noti per lo scale-up 
Industrlale di tali tip! di cellule, quail ad esempio la Splnner-flask o 11 
fermentatore del tlpo Minlpemi. Quindi, quando la quantity dl cellule da 
produrre d .superiore a 10® cellule, come ad esempio per la produzione 
di dosi terapeutiche pari ad almeno 2.5x10® cellule. I'espansione di 
diventa estremamente laboriosa, poich^ le fiasche piO grandi (T175) 
permettono dl ottenere al massimo 1.5-2 x 10® cellule TALL. 
Sorprendentemente § state osservato che queste cellule possono 
crescere sd essere espanse efficlentemente In un sisterha omogeneo 
quale la cell-factory, normalmente utili2zata per cellule anchorage- 
dependent Al contrario la splnner-flasl< o altrl tipl di fennentatorl 
convenzionalmente utilizzati per la crescita su larga scale di cellule in 
sospenslone ad esempio ibridomi aventi caratteristiche di crescita simili 
alle TALL, non risultano adatti. 

Per produzione su scale industrial 6 intesa la produzione di almeno. 
1x10® cellule TALL in un sistema omogeneo. 

Nel procedimento dell'invenzione, I dati relatlvl al numero di cellule 
vanno conslderati come comprendenti sempre una tolleranza di circa 11 
5% che rappresenta II possibile errore dl misurazione che si ha con la 
camera dl Burker. Ad esempio i'indicazlone di un n° di cellule pari a 
1x10®, § In realtd relativo ad una quantity di cellule compresa tra 
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0.95x10* e 1.05x10® cellule. L'eirore .dl misurazlone 6 a sua volta 



L'espanslone In cell-factory In accordo con it prooedlmento 
deirinvenzione, viene preferibllmente preceduta da una fase dl pre- 
espanslone che comprende una serie dl espahsioni volumetriche nella 
stessa fiasca (o contenltore per coiture cellularl) medlante agglunte 
successive di tenreno fresco complete alia coltura gid in atto, insieme 
con passaggi dl trasferimento dell'lntera coltura in fiasche aventi 
capacity di volume superiori, fino al trasferimento della coKura in fiasche 
del massimo volume e superficie esistenti In commercio, quail le T175. 
Secondo un aspetto preferito la pre-espanslone § effettuato fino 
aH'ottenlmento di un numero di cellule pari ad almeno 2-2.5 x 10 che 
vengono utillzzate per I'Inoculo In clascuna cell-factory + un n* di cellule 
pari ad almeno di 1-1.5 x 10® che vengono mantenute parallelamente in 
coltura In fiasche T1 75. 

Con il termine passaggio si intende la divisione (splitting) della coltura 
cellulare effettuata per riportare i valori di density cellulare ai vaiori 
ottimali dl inoculo, compresi tra . 0.7-1x10® cellule /ml. 
A questa density le cellule raggiungono velocemente una density dl 
circa 2.5x10® cellule/ml. La fase dl pre-ampllflcazione vIene 
preferibllmente effettuata in tenreno complete, preferibllmente IMDM, 
contenente Glutamlna 2 mM. siero fetale bovino (FBS) In 
concentrazlone compresa tra 2 e 20%, preferibllmente 5% e con 
I'agglunta dl citochine, preferibllmente interieuchine, ancor piCi 
preferibllmente IL-2 o IL-15. Net case di IL-2 I'aggiunta e di 100 lU/ml 



variabile e dipende dal metodo con cui ^ effettuata la misurazlone. 
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ogni 48-72 ore. Nella fase dl ampllficazlone nel sistema omogeneo il 
terreno 6 lo stesso della fase di pre-amplificazione ma ii siero fetale 
bovino 6 sostltulto almeno parzialmente da islero umano AB. Tale 



fase dl preampllficiazione. Altri terreni dl crescita possono essere 
utilizzati in sostituzlone all'IMDM, quail ad esempio i'RPMI, l'Ham's-F12 
etc. ii terreno non contiene antibiotid. 

Per terreno complete 6 Inteso tenreno, preferlbilmente IMDM 
comprendente glutammina 2mM, ma senza antlblotici: ad esso pud 
essere addizionato FBS p slero umano. 

interieuciiine, preferlbilmente IL-2 o iL-15. devono essere addizlonate al 
ten-eno ognl 48-72 ore, ad una concentrazione finale compresa tra 50 e 
150 iU/ml, ancor piD preferlbilmente 100 iU/ml. 

Le cellule sono incubate a 37°C ed in miscela di aria, confenente dai 5 ai 
12%, preferlbilmente 10%, dl CO2. TuttI I passaggi che prevedono la 
manipolazione delle cellule o del ioro terreni dl coltura sono effettuati in 
condlzioni dl sterillte, ad esempio sotto cappa Biohazard a flusso 
iaminare verticale (classe 100). 

In un suo aspetto particolamiente preterite la fase dl pre-amplificazione 
comprende lo scongelamento In bagno tenmosteteto a 37''C di un tubo o 
vial congelata di una coltura di Master Ceil Bank (MCB) conservate In 
azoto llquldo e contenente da 1 x 10^ a 2 x 10^ cellule/tubo/ml. 
Sotto cappa a flusso Iaminare al contenuto della vial viene agglunto un 
volume pari a drca 8-10 volte 11 suo volume dl soluzione dl 
scongelamento (IMDM completo + 20% FBS)firedda. Le cellule vengono 



parzlale sostituzlone pu6 essere gid effettuate negli ultimi passaggi della 
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centrlfugate a 1500 rpm per 10 min. Dopo aspirazione del sopranatante 
vengonp aggiunti al pellet dl cellule 10 ml di terreno completo e le cellule 
cosl risospese sono trasferite In una fiasca T25. SI aggiunge IL-2 dllulta 
In ten-eno completo in modo da avere una concentrazlone finale di 100 
lU/ml. La coltura cellulare viene espansa nel doppio del volume dl 
terreno (e ampliflcata in 2 flasche T25) quando viene raggiunta una 
density tale per cui ie cellule occupano tutta la superficie della fiasca 
come osservabile al microscopic ihvertito. agglungendo un uguale 
volume di terreno fresco e divldendo la coltura in due fiasche uguali per 
ripristinare la density cellulare ottimale (density cellulare di inoculo), 
generalmente compresa tra 0.7-1 x 10® cell/ml ed un volume per fiasca 
corrispondente al volume iniziale. 

Per mantenere uno scambio ottimale di gas nel tenreno dl coltura, si 
considera quale volume ottimale di una fiasca T25. un volume di terreno 
compreso tra 7-12 ml. preferibilmente 10 ml, di una T75 un volume 
compreso tra 20 e 60 ml. preferibilmente 40, di una T175 un volume 
compreso tra 40 e 200 ml . I volumi indicati sono approssimativi e relativi 
a condizioni di density cellulare ottimale. 

Nella fase successiva alio scongelamento, la densitii cellulare ottimale 
viene raggiunta dopo un certo numero dl giomi compreso tra 3 e 7, 
preferibilmente 5. Dopo circa 3 giomi le cellule sono trasferite dalle 2 
flasche T25 a 2 fiasche T75, raccogllendo anche le cellule 
eventualmente rimaste nella fiasca ed aggiungendo sempre IL-2 in 
proporzione nel terreno fresco. 

Dopo drca 3 giomi le cellule sono trasferite da 2 fiasche T75 a 2 fiasche 
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T175. Le eventuall cellule rimaste nelle T75 vengono racoolte con un 
lavagglo In tenreno complete In modo da ragglungere un volume finale di 
40 ml e agglungendo IL-2 In proporzlone. Dopo 2-3 gloml le cellule sono 
trasferite da 2 flasche T175 In 4 fiasche T175 in un volume di 20 ml al 
quail vengono agglunti sublto altrettanti ml dl ten-eno complete e IL-2 In 
proporzlone. Dopo 2 gloml le cellule sono trasferite dalle 4 fiasche T175 
ill 8 fiasche T175. Ad ognl fiasca T175 sono agglunti circa 20 ml di 
terreno complete e IL-2 in proporzlone. Dopo circa 2 gloml vengono 
agglunti alle 8 flask T175 circa 40 ml dl ten-eno completo contenente 
slero umano in percentuale compresa tra II 2 ed 11 10%, preferibllmente 
compresa tra 4%-6%, ancor piCi preferibllmente al 5% e IL-2 in 
proporzlone. Dopo 2 gloml vengono agglunti alle 8 fiasche T175 circa 80 
ml di terreno completo contenente IL-2 In proporzlone. 
II volume finale di raccolta in fiasca T175 viene mantenuto compreso tra 
140-180 ml. La fase dl pre-amplificazlone si condude dopo circa 15 
giomi con un numero di cellule compreso tra 0.9x10® a 1.1x10® (valore 
corrispondente In genere a 8 fiasche T175 contenenti circa 160 ml dl 
sospenslone cellulare ciascuna) In tenreno contenente slero umano In 
concentrazlone finale compresa tra 2 e 5%, preferibllmente compresa 
tra 3 e 4%, ed opzlonalmente dl slero fetale bovine (FBS) In 
concentrazione finale compresa tra 0 e 5%, preferibllmente compresa 
tra 1.5 e 3%. 

II passaggio tra ten-eno contenente FBS e ten-eno contenente slero 
umano awlene preferibllmente gid negli ultimi due passaggi della fase dl 
pre-amplificazlone in fiasca, preferibllmente T175, preferibllmente per 
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diluizioni successive di colture contenenti FBS con terrene fresco 
contenente siero umano. 

L'Inoculo in ceil-factory d effettuato con un numero di cellule compreso 
tra 1.5 e 2.5 x lO'^/ripiano in un volume compreso tra 1/6 ed 1/10, 
preferibilmente 1/8 di capacity finale deiia cell-factory. Per I'inoculo in 
cell-factory da 10 ripiani e 2 litri final! di capacity, I'inoculo § quindl 
effettuato con una quantity di cellule totale compresa tra 1.5 e 2.5 x 10° 
cellule in un volume di ten-eno compreso tra .200 e 330 ml di tenreno. 
preferibilmente 230-270, al quale viene sublto aggiunto un volume 
uguale di tenreno fresco completo, contenente siero umano in quantitSi 
inferiore al 10%, preferibilmente al 5% e citochine, preferibilmente 
interleuchine, ancor piD preferibilmente IL-2 o IL-15, preferibilmente IL-2 
ad una concentrazione finale compresa tra 80 e 120 !U/ml, 
preferibilmente 100 lU/ml. 

Ogni 3-5 gioml. preferibilmente 4, periodo di tempo nel quale le cellule 
generalmente duplicano, vIene aggiunto un volume di terrene completo 
corrispondente a quelle contenuto nelia cell-factory per. continuare 
I'espansione e la crescita cellulare fine al volume finale massimo di 2 litri 
per una cell-factory a 10 ripiani, e ad un numero di cellule compreso tra 
1.5 e 2.5 X 10® cellule. L'amplificazione di cellule TALL in cell-factory 
prevede i'aggiunta di tenreno fresco contenente siero umano in 
percentuale inferiore al 10%, preferibilmente compresa tra 3-7%, ancor 
piO preferibilmente tra 4-6%, meglio se al 5%; quindl nella fase di 
ampl'rficazione nel sistema omogeneo di coltura il siero fetale bovine 
viene preferibilmente non usato e le tracer eventualmente present! alia 
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fine del procedimento dell'invenzione sono quindi relative alle diluizloni 
successive del terrene contenente FBS con quelle contenente siero 
umano. 

In sintesi, secondo uno schema generate di procedimento sla nella fase 
di pre-amplificazione in fiasca che nella fase di espansione nel sistema 
omogeneo. la density cellulare alia fine deil'inoculo non § mai inferiore a 
0.7 X 10^ cellule/ml (conrispondente a quanto ottenibile dividendo la 
coltura cellulare 1:2 o 1:3 ogni 48-72 ore) ed d preferibiimente di 0.75 x 
10® /ml, mentre nella fase finale di crescita, poco prima deila raccolta di 
cellule non supera mai 11 valore di 2x10® ed ^ preferibiimente di 1.5 xlO® 
/ml. 

Proporzionalmente sono calcolati i volumi ed il numero di cellule per ii 
procedimento dell'invenzione In cui I'inoculo 6 effettuato in una cell- 
factory a 40 ripiani, avente capacity massima di 8 litri di tenreno, in grade 
di fbrnire una quantity totale di cellule cresciute In un unico sistema 
omogeneo. pari a circa 8-10 x 10^ cellule. 

In accordo con il metodo della presente invenzione ogni sacca 
contenente la dose terapeutica maggiore di cellule, pari a 2.5 xlO^ 
cellule (sacche contenenti da 1 x 10® a 2.5 x 10^ cellule), d prodotta con. 
un sistema omogeneo di coltura. Pertanto secondo un ulteriore aspetb 
I'invenzione riguarda un procedimento per la preparazione di sacche 
congelate di iinfociti TfiJLL in quantity di almeno 1x10^ cellule 
caratterizzato dal fatto che le cellule sono espanse in una coltura 
omogenea. Le sacche utiiizzate sono di volume variabile e possono 
quindi contenere dosi terapeutiche di cellule diverse. Preferibiimente 
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sono utiiizzate sacche per sia per congelamehto die infusione, 
preferibilmente Baxter Cryocyte. 

II contenuto di cellule della cell-fectory d riunito In un tubo sterile da 50 
ml e quindl irraggiato, secondo metodi notl. in un acceleratore di 
particelle beta (Betatrone). II metodo d validato In niodo da fomire una 
quantitli di particelle pari a quelle erogate da una sorgente tradizionale 
come Cs137. II metodo che utilizza il betatrone ha il vantaggio dl non 
essere radioattlvo e di inraggiare la soluzione in modo uniforme. Una 
volta in-aggiate le cellule sono centrifugate a 1500 rpm per 10 minuti. Un 
campione di cellule d prelevato a questo punto per i test qualltativi sulle 
cellule. 

Le cellule irraggiate vengono trasferite sotto cappa a flusso laminare 
Insleme ai componenti della sospenslone finale e alle sacche sterill. Le 
cellule vengono risospese nella soluzione di congelamento costituita dal 
20% RImso 50 (DMSO 50%) e dall' 80% di albumina umana al 5% in ''^kiMM^'' 
una quantity di ten-eno compresa tra 8 e 30 ml, ancor pID preferibilmente 
tra. 10 e 25 mi di tenneno completo contenenti dosi di cellule TALL 
comprese tra 1 x 10® a 2.5 x 10®. Preferibilmente la densitli cellulare 
nella sacca 6 compresa tra 10® e 10® cellule/ml. Le cellule in-adiate 
possono essere mantenute a 4X per non pID di 24 ore prima del 
congelamento. 

La concentrazione cellulare viene valutata con la conta al microscopio 
nella camera di Burker, oppure con altri metodi not! al tecnico del ramo. 
Le sacche vengono riempite sterilmente. 

Dopo II riempimento, le sacche vengono sigillate^vendo cura di saldare, 
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ad esempio mediante calore, in almeno due punti. preiFeribilmente tre, il 
coilarino di riempimento della sacca. in modo tale da creare ajmeno una 
o preferibilmente due camere contenenti cellule, die denominiamo 
campion! autentici ai fini della presente invenzlone, contenenti aliquote 
di cellule separate della sacca ma derivanti dalle stesso batch di coltura. 
In accordo con una reaiizzazione preferita, il volume della sospensione 
cellulare contenuto nolle camere del coilarino d compreso tra 0.1 e 1 ml, 
preferibilmente 0.3 ml, ed 11 numero di cellule per camera d sufficiente 
per almeno una serie del controlii di quality e/o sterility opportuni. Le 
cellule Che trovano nella/e camera/e corrispondenti ai campioni autentici 
sono facilmente prelevabili senza il bisogno di aprire la sacca intera. 
Tali camere, il metodo di saldatura in piCi punti del coilarino ed il 
procedimento di formazione dei campioni autentid della sacca, 
rappresentano quindi gli ulteriori oggetti delll'lnvenzione. 
Le sacche per crioconservazione ed inflisione sono quindi congelate a - 
SO'C. 

Seosndo un ulteriore aspetto I'invenzione riguarda un procedimento per 
la preparazione di sacche congelate di linfociti TALL in quantity di 
almeno 1x10^ cellule caratterizzato dal fatto che tale quantity derive da 
un singolo sistema di coltura bmogeneo. 

I controlii di quality sulle cellule amplificate con il processo 
dell'invenzione, possono essere effettuati prima del congelamento, at 
memento della raccolta di cellule dal sistema omogeneo di coltura ed 
anche successivamente al congelamento, per verificare la stability di 
propriety quail ad esempio le percentuali di marcatori immunologid e di 
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attivitd biologica del prodotto finito di cellule TALL. Le cellule prodotte 
secondp I'Invenzlone risultano eesere stablli anche dope congelamento. 
I controlil dl quality preferibllmente comprendono le seguenti 
misurazioni, effettuate secondo metodi not! neli'arte: 

- vitality, preferibllmente effettuata con un test d'esclusicne con Trypan 
6lu e deve essere superiore o uguale all'SO %, 

- attivltd biologica , preferibllmente effettuata con un test di citotossicitd 
(misura dell'adenllato kinasi), che deve essere superiore al 60 % lisi 
delle Cellule Target K562 In rapporto 10/1, anche se altri saggi 
possono essere utillzzati per misurare Tattivitii biologica del prodotto, 

- livelli di endotossine, preferibllmente effettuati con il test colorimetrico 
Lymulus Amebocyte Lysate che deve risultare inferipre a ^ 0,5 

. . EU/mL; 

- fenotlpo marcatori immunologici, preferibllmente misurato per 
Immunofluorescenza (FACS) che deve dare valori dl almeno il 90 % 
per I marcatori: CD3*, CD8*, CD56*, 

- proliferazione, preferibllmente effettuata con il test 
deirincorporazione di ^H-TdR e che deve dare una proliferazione 
misurata ad almeno 72 ore, inferiore o uguale a due volte il valore del 
fondo. 

Con il metodo delia presente invenzione, inoltre la variabilitli delle 
misurazioni effettuate come controllo di prodotto sui marcatori 
immunologici, I'attivitd biologica, e del marcatori metabolic! quail ad 
esempio 11 giucosio del terrene di coltura, ^ inferiore rispetto a quanto 
misurato per cellule cresciute in un sistema dl coltura eterogeneo. 
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Nel sistema omogeneo dl coltura In cell-factory, InfatH, la percentuale del 
marcatori Immunologici espressi suite cellule TALL e per il CD3* e 
CD56*superiore al 98%, per II marcatore CD8*superlore al 93%, mentre 
risulta essere medlamente superiore al 90% per cellule cresclute In 
fiasca. L'espresslcne del marcatore CD56 superiore o uguale al 95%, 
preferibilmente superiore al 97%, risulta particolannente elevata rispetto 
a quella dl cellule cresclute nel sistema eterogeneo costltulto da fiasche. 
Anche I'attlvlta biologica, misurata mediante saggio di citotosslcitd su 
cellule target, preferibilmente K562, risulta essere superiore al limlte dl 
aocetlablllta e comunque sempre superiore al 70% del controllo, 
costltulto da un numero di cellule opportune dove la lis! 6 state indotta 
comptetamente. 

Anche la misurazione dei livelll dl glucosio dimostra che le condlzloni 
metaboliche delle cellule sono omogenee in cell-factory al contrario dl 
quanto accade In fiasca (vedl figure 1): Infatti mentre le misurazioni In 
fiasca riportano valori di concentrazione di glucosio compresi tra 300 e 
400 mg/dl, quelle effettuate In cell factory danno valori compresi entro un 
range dl 350-380 mg/dl. 

Secoiido una realizzazione semplificata il procedimento dell'invenzione. 
comprende una qualslasi fase dl preampllficazlone della coltura cellulare 
dl TALL, effettuata secondo metodi noti nell'arte, tale da avere una 
quantlta dl cellute per I'lnoculo In cell-factory, pari a 2 x 10^ /ripiano x n" 
riplani della cell-factory, In un volume inizlale compreso tra 1/10-1/6 del 
volume finale della cell-factory ed una fase di amplificazione In cell 
factory, preferibilmente a 10 riplani (con capadtS dl drca 2 L finall). con 
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un inoculo totale di cellule pari a circa 2 x 10" in circa 250 mi. 
Nelie cpndizioni utilizzate secondo. il presente procedimento nella fase 
industrlale dl espansione In cell-factory, si ha una ottimizzazione del 
rapporto tra density minima dl inoculo e massima di recupero alia fine 
del cicio di espansione. Infatti. con II metodo delia presente Invenzione, 
alia fine del cicio dl espansione il numero di cellule h all'lndrca 
decupiicato (da 1.5 a 2.5 x 10® cellule a 1.5 a 2.5 x 10® cellule), mentre il 
volume d solo 8 volte superiore. il.sisfema di cpltura omogeneo presents 
inoKre i seguenti vantaggi: 1) eliminazione deH'eterogeneitd deiie 
condizioni di cresdta deiie cellule. 2) riduzione del numero di 
manipoiazioni con conseguente riduzione delia possibility di 
contaminazione 3) riduzione del tempo uomo e costi personale. 
£ Inoltre un vantagglo del procedimento secondo I'invenzione che deriva 
dalle diminuzione del rischi di contamlnaaone rispetto ai sistemi di 
coltura che utilizzano fiasche multiple, i'uso di un ten^no di coitura privo 
. di antibiotici. 

Un ulteriore vantagglo del procedimento secondo I'invenzione d inoltre 
I'utilizzo di una concentrazione di siero umano preferibilmente Inferiore ai 
10%. Pertanto, secondo ii procedimento deli'invenzione una buona 
amplificazione celiulare viene ottenuta con una concentrazione di siero 
umano preferibilmente compresa tra 4-6%. 

La fase di espansione in cell-factory rende quindi I'intero procedimento 
dl preparazione della sacca per I'uso terapeutico di TALL ottimizzato e dl 
liveilo industrlale. 

I vantaggi del metodo di espansione delia TALL secondo la presente 
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invenzione sono riassumibili quindi nella: limitazione del oontrolli di 
quality alia singola unltd di campionatura che corrisponde alia singola 
unitd produttiva (cell-factory), in confronto con un'espansione ottenuta 
per amplificazione di un numero molto maggiore di singole unit^ 
fermentative, lavorate in tempi diversi -e quindi oggetto di possibili 
occasioni di contaminazione diverse; inoltre limitazione del numero di 
bioreattori utilizzati che consente un risparmio di circa it 30% di tempo e 
25%dicosti. . 

E' da notarsi Infatli clie in accordo con i metodi dell'arte nota per questo 
tipo di cellule, il quantitative di 2.5 x 10^ cellule corrispondente a circa a 
25 sacche da 10° cellule o a 1 sacca da 2.5 x 10® era ottenuto con 35 
T175 e con un volume pari a 2.8L di terrene completo. II risparmio in 
materie prime (siero umano, tenreno, citochine) risuKa quindi essere con 
it metodo della presente invenzione, pari a circa il 30%. 
A tali stime approssimative va ajggiunto il risparmio ottenuto sul numero 
di controlli effettuati sui lotli finali, rappresentati al massimo da 1x10® 
cellule net sistema eterogeneo dell'arte nota ed ad un valore 10 volte 
superiore nel lotto prodotto mediante il procedimento comprendente il 
sistema omogeneo descritto nelia presente invenzione. In temiini pratici 
questo equivale ad numero di controlli died volte inferiore. 
PARTE SPERIMENTALE 
1. Material!. 

Rasclie: Falcon, Beclcton Dikinson; 

cell factory: n" cat 164327 or 170009, marca Nunc A/S Denmark 
vvww.nuncbrand.com; 
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terreno dl coitura: Iscove's Modified Duibecco Medium, Biowiiittaicer 12- 

722 con aggiunta di giutamina; 

CM: Complete Medium, contenente glutammina e siero; 

siero Fetaie Bovino: Foetal Bovine Serum di origine USA, Biowhittaken 

siero umano: Human Serum Type fiJB, Biowhittaken 

IL-2 Proleukin 1, Chiron; 

soiuzione salina: Phosphate Buffered Saline, Biowhittaken 
hjuman Allximin 5%, Famna Biagini; 
RIMSO 50, Baxten 

Sacche: Bags for cryopreservation and infusion. Cryocyte Baxter. 
2.Metodl. 

Tutte le colture celiulari furono eseguite in ambiente sterile, sotto cappa 
Blohazard disinfettando con Isopropanolo o con la fiamma i beccucci dl 
ingresso ad ogni aggiunta o prelievo. 

2.1. Praparazlone del temno 

I lotti dl siero furono scomplementati In bagno tenmostatico per 1h a 
56'C. Le bottiglie di siero scomplementato sono consen^ate a 4'*C ed 
utilizzate entro un mese dalla data di scomplementazione. 

2.2. Terreno completo per la fase di pre-ampHficazione. 

Alia bottlglia da 500 ml IMDM vennero aggiunti 50 ml di FBS 
scomplementato e la bottlglia venne identificata con il lotto. II terreno 
completo fu conservato a 4°C e portato a temperature ambiente prima 
dell'utilizzo. II ten-eno completo fu utilizzato entro un mese dalla data di 
preparazione. 
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2.3. Terreno completo perlo scale up In celhfadory. 

Alia bottiglia da 500 ml IMDM furono agglunti 25 ml di slero umano AB 
scomplementato. II terreno complete fu conservato a 4'C e portato a 
temperatura ambiente prima deirutillzzo. II terreno complete fu utilizzato 
entro un mese dalla data di preparaaone. 

2.4. Prepamzlone IL'2. 

L'interleuchina (18x10® lU/flala) venne risospesa in 20 ml di PBS in 
modo da avere ca 9x10^IU/ml: filtrare la soluzione cbsl ottenuta con filtri 
0.22 |jm e dispensare ie fiale in aliquote da 1 ml. Conservare ie aiiquote 
a -60°C. Diluire 1 ml di questa soluzione In ten-eno complete 
(corrispondente al terreno del punto 1 .2 per la fase di pre-amplificazione 
quindi in tenreno corrispondente al punto 1.3. per la fase di 
ampllficazione, in modo da avere una soluzione di 10* lU/ml. Questa 
soluzione va aggiunta alia sospensione cellulare diluendola 1/100 net 
volume di coltura. 

2.5. Controlll di procedlmento 

Bioburden: La detemninazione della contaminazione microbica § 
effettuata sul terreno complete utilizzato per coltivare Ie TALL (IMDM + 
siero aggiunto). II terreno cosl ottenuto viene filtrate con una membrana. 
con pori 0,45 pm, il fiitro. viene toito con un bisturi sterile in terreno 
appropriate per la visualizzazione di contaminazione da microrganismi (II 
terreno utilizzato 6 Tryptic soy agar). Appoggiare il fiitro sulla piastre. 
Incubare non meno di 3 giomi a 20-25 ''C per rilevare la presenza di 
muffe e indi incubare non meno di 3 giomi a 30-35"C per rilevare la 
presenza di batten. Le piastre sono >nsivamente. Ispezionate per 
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verificare la crescita di microrganismi che devono risultare inferiori a 100 
CFU. 

Monltoragglo microbiologico: Le cappe utilizzate per la lavorazlone 
della TALL furono controllate per la presenza di microrganismi, durante ii 
procedimento. Mentre I'operatore sta lavorando sulle cellule (travasi, 
riempimento di sacche), una piastra dl Petri con TSB agar venne 
esposta airintemo della cappa e coperta al temnine della lavorazlone. 
quindl incubata non meno dl 3 gloml a 20-25'C per rilevare la presenza 
di muffe e non meno di 3 giomi a 30-35°C per rilevare la presenza di 
batteri. Venne rilevata la presenza di microrganismi durante il 
campionamento in due casi di manipolazione dl fiasche mentre nella 
manipolazione delle cell factory non venne rilevata alcuna 
contaminazlone. 

Esempio 1. Scongelamento ed amplificazione su scala dl 
laboratorio. 

Fu preparata una soluzlone di scongelamento composta da terrene 
IMDM contenente 20% PBS, mantenuta a A'C fine al memento deil'uso. 
Un'ampolla contenente le cellule congelate fu prelevata dal bidone 
dell'azoto .e scongelata opportunamente. quindi.diluita 1:10 nel ten-eno dl 
scongelamento. Le cellule vennero centrifugate a basse velocity per 10*. 
II pellet venne risospeso in 10 ml di tenreno completo e trasferito in una 
fiasca T25 con Taggiunta di IL-2 fino ad una. concentrazlone di 100 
lU/ml. 

Le cellule vennero quindl incubate a 37°C per 5 giomi in atmosfera 
contenente 11 10% di CO2. 
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Dopo 5 giomi di incubazione le cellule vennero divise 1:2 in terrene 
fresco contenente la stessa concentrazione di interleuchlna 2 e vennero 
quindi lasdate crescere fine a raggiungere la confluenza, mantenuta per 



In una T75 contenente 20 ml final! dl ten-eno e la stessa concentrazione 
di IL-2 (100 lU/ml). Una volta raggiunta la confluenza in drca 2-3 giomi, 
le cellule vennero lasciate utteriorl 2 giomi e quindi amplificate in una 
T175 con un volume finale di 40ml ed Interleuchina 2 (lOOIU/ml). Dopo 
due glorni vennero aggiunti altri 40 ml dl terrene complete di 
interleuchina, le cellule furono lasciate crescere altri due giomi e quindi 
divise 1 :2 in altre 2 T1 75 in un volume finale di 80 mlH'l 75. 
Le cellule vennero controllate al microscopic per verificame ia 
morfologia e la density e quindi portate ad un volume finale di 150 
ml/fiasca in terreno complete (IMDM contenente siero umano AB) al 5% 
ed aggiungendo IL-2 in proporzione. 

Le cellule vennero quindi divise 1:2 in altrettante fiasche T175 sempre in 
un volume finale di 150 mi. 

Esempio 2. Crescita dinamica di cellule TALL in fermentatore 
h/liniperm e Spinner flask. 

Le cellule vennero scongelate, poste in coltura in T25 ed amplificate 
fine ad un numero di 7x10^ cellule/ml per I'inoculo in spinner-flask da 
0.5 L, oppure in miniperm. 

In fiasca (T75) vennero effettuate alcune misurazloni per impostare i 
parametri di crescita: le cellule erano divise quando raggiungevano ia 
concentrazione di almeno IxlO^/ml. Per mantenere aita la vitality 



2 giomi. Le cellule furono delicatamente staccato dalla fiasca e trasferite 
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cellulare (superiore al 90%) e maggiore la velocity di divisione cellulare. 
la diluizlone delle cellule non fu mal iiiferiore a 7x10® cellule/ml e le 
cellule non furono mal lasclate creiscere oltre 2x10®/ml. Alia masslma 
concentrazlone di cellule 11 livello dl glucosio era di circa 320-380 mg/ml 
In T175, In 80 ml di volume finale, fu ragglunta una concentrazlone di 
1.25 xlO® cellule/ml, conisponderite ad un tolale di circa 100x10® 
cellule/fiasca. 

Al fini di una maggior vltallt& durante il congelamento/scongelamento, II 
minimo numero dl cellule per tubo (vial), fu valutato non dover essere 
Inferior© a 1.2x 10^. Venne inoltre ossen/ato che cellule congelate nella 
fase logaritmica di crescita raggiungevano a loro volta la fase di crescita 
logaritmica dopo scongelamento, In 9-10 giomi, mentre cellule congelate 
in altre fasi del cldo dl crescita avevano un "lag period" superiore (10-12 
giomi). 

Spinner flask; La Spinner flask pari a 0.5 L aveva un volume di lavoro di 
300 ml. L'inoculo fu effettuato con 1.5 xlO^ cellule; la velocity dl 
agitaztone fu impostata pari a 3 rpm; la vitality cellulare fu misurata dopo 
48 ore e fu trovata pari al 50%. Dopo 120 ore le cellule erario 
completamente morte. 

Furono Inoltr© effettuate 3 prove dl ampliflcazione In Minipemi 
(bioreattore ad alta superficie rispetto al volume, ideate per I'espansione 
di cellule in sospenslone come gli ibridomi) utllizzando una percentuale 
di CO2 pari al 1 0% e le seguenti condlzioni speciftehe: 
- inoculo a 7 X 10^ cellule, in 30 ml a 10 rpm. La vitality cellulare 
comincid a scendere gid dopo 48 ore e le cellule risultarono 
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completamente morte dopo 4 gioml. Nella seconds prova la velocity 
di rotazione fu dimlnuita a 5 rpm. Al teizo giomo di crescita la vitality 
cellulare era del 52%, e le cellule erano completamente morte al 6° 
giorno. Nella terza prova I'lnoculo fu diminuito a 3x 10^ cellule e la 
velocity dl rotazione fu portata a 4 rpm. Sebbene tutte le cellule 
fossero morte entro 11 5" glomo dl coltura. al 2' glomo la vitality 
cellulare era ancora pluttosto alta, e pari all'80% suggerendo un ruolo 
Importante dell'agltazlone nella soprawivenza di tali cellule. 
Entrambe le prove dl femientazione preliminari avevano dimostrato die 
le cellule T-ALL non riuscivano a crescere nolle condlzloni di crescita su 
larga scala tradizionali normalmente utilizzate per cellule In sospensione 
o anchorage-Independent. 

Esempio 3. AmpHfscazione su scala industriale d» TALL In cell- 
fectory. 

250 ml dl sospensione cellulare ottenuti dalla crescita in T175 secondp 
quanto descrltto neU'esempio 1 , e contenente circa 0.8 X10® cellule/ml, 
vennero InoculatI in una cell-factory a 10 ripiani aggiungendo altrettanto 
volume dl terrene complete A distanza di 4 giomi vennero aggiunti 500 
ml di ten-eno complete per tre volte, fine ad un volume totale di 2 L. 
La cell-factory venne svuotata In tubi sterlll da 250 ml che vennero 
centrlfugati e quindi lavata con PBS sterile, recuperando le cellule in tubi 
e ri-centrifugando. Da una cell-factory vennero recuperate circa 2.35 
x10° cellule a 8 gioml dall'inoculo. 

In un cicio di produzione tipico in cell-factory a 10 ripiani si effettuarono 
72 Inoculi ed ampllflcazloni da un solo tubo oongelato di MCB (master 
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Cell Bank), per una durata totale di 120 giomi, per un totale di 144 litri di 
coltura cellulare, ottenendo circa 1.44 x 10^^ cellule. 
In tabella 1 sono riportati I dati ottenuti da una fennentazione in cell- 
factory, a 10 ripiani ed in una a 40 ripianl. 

Tabella 1. Confronto tra 11 rendlmento in cell-factory 10 e a 40 ripiani. 





Cell factory 10 (2 Litri) 


Cell factory 40 (8 Litri) 


N inoculi 


72 


31 


Giomi 


120 


120 


Volumi (Litri) 


144 


248 


N cellule 


1.44x10" 


2.48 X 10" 



il contenuto di cellule della cell-factory venne riunlto In un tubo sterile da 
50 ml e quindi irraggiato come note, in un acceieratore di particelle beta 
(Betatrone). II metodo fu validate precedentemente in mode da fomire 
una quantita di particelle pari a quelle erogate da una sorgente 
tradizionale come Cs137. 11 metodo che utilizza il betatrone ha il 
vantaggio di non essere radioattivo e di irraggiare la soluzione in mode 
uniforme. 

Preparazione delie sacche. Una volta inraggiate le cellule furono 
centrifiigate a 1500 rpm per 10 minuti. Un campione di cellule venne 
prelevato per i test qualitativi e quindi manteniite a 4''C fino al memento 
del congeiamento. 

Le cellule irraggiate furono trasferite sotto cappa a flusso laminare 
insieme ai componenti della sospenslone finale e alle sacche sterili. Le 
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cellule furono risospese nella soluzlone di congelamento costituita dal 
20% RImso 50 (DMSO 50%) e dal 80% di Albumlna umana al 5% In 
funzione della quantity di cellula richiesta dalla dose terapeutica. Le 
cellule furono contate al microscopio nella camera di Burker e le saoche 
riempite sterllmente con il volume prescrltto. Dopo il riemplmento le 
saoche vennero siglllate avendo cure di saldare In tre punti il tubicino di 
riemplmento formando cosl un campione autentico di ogni sacca. 
II dclo Cell Factory > in-agglamento > bags viene ripetuto un numero di 
volte sufficiente a ottenere il numero di cellule richiesto dal Lotto. 
Controlll di sterility 

I controill di sterility Bioburden, minltoraggio microblologico e 
monitoraggio micoplasma vengono continuamente effettuati su terreni e 
cappe. 

Esempio 4^ Controlli sul prodotto finito e confronto tra la crescita 
su scala di iaboratorio e quella su scala industriaie 

MIsurazione dei livelll di glucoslo: i livelll di glucoslo furono rilevati su un 
campione di 15 fiasche (sulle 35 che con-ispondono alia quantita di 
cellule di una cell-factory ) al memento della raccolta di cellule per la 
preparazione della sacca. Come mostrato In figura 1 la variability dl 
concentrazione di glucoslo e del numero dl cellule 6 molto alta mentre 
menfre in cell factory a 10 ripiani al memento della raccolta (harvest) 
(dopo 6-10 giorni) il glucoslo ha un unico valore (intomo a 380 mg/dl) e 
le cellule hanno una density unica pari a 2 x 10®/ml. I diversi llvelli dl 
glucoslo e le diverse concentrazioni di cellule rilevati in fiasca sono 
Indicativi di condizioni metabollche disomogenee: infatti aiti livelli di ^ ^™ 
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glucosio net terreno correlano con una basse attivit^i metabolica della 
coltura cellulare, mentre bassi livelli di glucosio corrispondono ad una 
coltura cellulare ad alta attlviUi metabolica. 
Contrdllo di Qualita sul Prodotto Finale. 

Le cellule dopo in'aggiamento sublrono 1 controlli riportati In tabelia 2: I 
limiti di accettabilltii del valor! sono riportati nella colonna di destra. 



Tabelia 2 



Saggio 


Metodo 


Limiti 


Vitality 


Test d'esclusione . con 
Trypan Biu 


> 80 % 


Attivitd Biologica 


Testdi Citotossidtd 


> 60 % Lisi delle Cellule 
Target K562 al rapporto 
10/1 


Endotossine 


Lymulus Amebocyte Lysate 
colorimetrico 


^ 0,5 EU/mL 


Fenotipo 


Immunofluorescenza 
(FACS) 


^ 90 % CD3*. CD8*, 
CD56* 


Prollferazione 


Incorporazione di ^H-TdR 


^ a 2 volte il background 
dopo 4 giomi di 
Incubazlone 



Test di vitalltll 

La determinazione fu effettuata diluendo 100 pi di sospensione cellulare 
prima dell'insaccamento con 100 [il di una soluzione di Trypan Blu. 
Diluire opportunamente e controliare al microscopio contando con 
I'ausilio della camera di Burker le cellule in cui 6 penetrate ii colorante. 
Attivita Biologica. 

La detenninazione delta citotossidt^i venne effettuata sulla sospensione 
cellulare prima dell'insaccamento, con un Kit Toxiliglit (BioWhittaker 
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L707-217). n metodo si basa suiia misura delia adeniiato kinasi 



attraverso la bioluminescenza. La adeniiato kinasi viene rilasciata dalle 
cellule quando perdono I'integritd dl membrana e converte I'ADP del 
substrate ad ATP in presenza di Mg*^ pemfiettendone la misura. La 
detennlnazione venhe effettuata piastrando 10^ cellule bersaglio K562 in 
diversi pozzetti di una micropiastra, aggiungendo le cellule preparate 
secondo il metodo In quantity dl 10®, 5x10* e 2,5x10^ in modo da avere 
rapporti T/K (o effettore/target, pari rispettivamente a 10, 5 e 2,5. 
Dope incubazlone overnight con le cellule target la percentuale di iisi di 
K562 effettuata da cellule preparate in accordo con il metodo della 
presente invenzione, d sempre risultata ^ 70% del massimo costituito 
da un camplone di 10^ cellule K562 lisate con gli ultrasuoni. 
Endotossine. 

La determinazione del contenuto di endotossine venne effettuata su un 
campione dai coliarini preparati come su riportato, a pH neutro 
utilizzando un Kit per il LAL test cromogenico e applicando il metodo 
descritto in "European Pharmacopoeia" 4*^ Edition 2002 pag 140-145. 
Fenotipo. 

La determinazione del Fenotipo mediante misurazione del marcatori 
cellulari prima dell'lnsaccamento venne effettuata per 
Immunofluorescenza (FACS) con marcatori immunologici appropriati 
(CD3*, CD8*, CD56*) dai laboratori Controllo quality della Societa 
Molmed. 
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Tabella 3. Valori del marcatori fenotipid di cellule T-AII cresdute in 
fiasca ed in cell-factory al momento della raccolta delle cellule. 



Amplificazione 


CD3 


CDS 


CD56 


Att. citotox 


Ho timidina 


Fiasca 


> 90% 


>90% 


> 90% 




^ a 2 volte il bad^round 
dopo 4 gibmi di 
incubazione 


Cell-factory avg 

Lotto 1 pre 
post 


> 98% 

99% 
99% 


> 93% 
90 


^ 97% 

98 
99 


^70% 


^ a 2 voKe it background 
dopo 4 giomi di 
incubazione 


Lotto 2 pre 
post 


99 
99 


98 
93 








Lotto 3 pre 
post 


99 
99 


97 
94 


92 
95 







Pre: pre-irraggiamento; Post: post-irraggiamento; Avg: media. 



Test dl Proliferazione. 

La determlnazione dell'assenza dl proliferazione delle T-ALL viene ^ssmmmsa 
effettuata con la misura delta incorporazione di timidina triziata. Un 
campione della sospenslone cellulare prelevato prima deli'insaccamento //r;- 
viene incubato in micropiastre a diverse concentrazioni per 4 giomi In 



ten-eno complete (IMDM + siero +IL2). Si aggiunge 3H-TdR (2 \iCVm\, 50 
pl/pozzo) e dopo incubazione per 3 h a 37°C misurare la radioattivita. Le 
cpm relative alle TALL devono essere 22 volte il fondo. 
I dati relativl alia proliferazione di un batch dl cellule cresduto In fiasca 
ed in cell fadory sono riportati in tabella 3. 

In tabella 4 sono inoltre riportati I dati relativi alia misuraziorie (su diverse 
preparazioni) della presenza del marcatori immunologici, della vitality 
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cellulare, della sterilitii e di eventuate contaminazione da micoplasma, 
. dopo irraggiamento della coltura. 

Tabella 4. Misura del marcatori su cellule TALL dopo irraggiamento. 









CItonuorimetria 


Incorp. 3H Tlmidina 






N" campioni 


cellule 


CD3 


CD8 


CD56 


camplone 


fondo 


Sterilltd 


myco 


2 


2,5x10" 


99.59 


94,8 


92.51 


24 


27 


OK 


negativo 


6 


2,5x10" 


99,8 


91.34 


97,17 


33 


27 


OK 


negative 


8 


2,5x10" 


99.88 


93 


97.84 


37 


26 


OK 


negativo 


18 


1 x10° 


99,59 


94.8 


92.51 


24 


27 


OK 


negativo 








CItonuorimetria 


Incorp. Timidina 






N" campioni 


cellule 


CD3 


CDS 


CD56 


camplone 


fondo 


StenWa 


myco 


1 


2,5x10" 


99,54 


94,63 


95.83 


23 


24 


OK 


negativo 


1 


2,5x10" 


99,44 


96,24 


98,51 


37 


26 


OK 


negativo 


8 


1 xlO" 


99,54 


93,36 


99.79 


34 


25 


OK 


negativo 








CItonuorimetria 


Incorp, Tlmidina 






N" campioni 


cellule 


CD3 


CDS 


CD56 


camplone 


fondo 


Sterilita 


myco 


7 


0,5x10" 


99,8 


92,3 


97.05 


82 


60 


OK 


negativo 


11 


0.5x10" 


99,54 


93.36 


99,79 


29 


29 


OK 


negativo 
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RIVENDICAZIONI 

1. Procedimento per espandere linfociti TALL caratterizzato dal fatto 
che almeno 1x10^ cellule sono cresciute In un sistema di coltura 
ombgeneo. 

2. Procedimento secondo la rivendlcazione 1 dove tale sistema dl 
coltura omogeneo e la cell-factory. 

3. Procedimento secondo la rivendlcazione 2 dove I'espansione nel 
sistema omogeneo & preceduto da una pre-espansione In fiasca fino 
aH'ottenimento di un numero di cellule compreso tra 0.7-1x10®. 

4. Procedimento secondo la rivendlcazione 3 dove la density cellulare 
di inoculo non § mai inferiore a 0.7 x 10® cellule/ml, preferibllmente 6 
di 0.75 X 10® cellule /ml ed al momento della raccolta la density 6 
inferiore a 2 xlO® cellule /ml, preferibilmente di 1x10®. 

5. Procedimento secondo la rivendlcazione 2 dove la cell-factory e a 10 
ripiani. 

6. Procedimento secondo la rivendicazlone 1 dove i linfociti TALL sono 
scetti nel gruppo costituito da: TALL-104, TALL-107, TALL-103/2, 
opzionalmente geneticamente modificatl. 

7. Procedimento secondo le rivendicazioni 1-6 caratterizzato dal fatto 
che il terrene di coltura complete nella fase di amplificazione in cell- 
factory comprende inoltre siero umano in percentuale inferiore al 
10%, preferibilmente compresa tra 4-6%, ancor piCi preferibilmente 
5%, opzionalmente siero fetaie in concentrazione compresa tra 0 e 
10% e interleuchina in concentrazione di 100/IU 

8. Procedimento secondo la rivendicazlone 7, caratterizi^to dal fatto 
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che rinterleuchina 2 viene aggiunta ogni 48-90 ore alia ooitura 
cellulare. 

9. Procedlmento secondo la rivendicazione 7, caratterizzato dal fatto 
che la crescita cellulare nel sistema omogeneo awiene in terrene dl 
coltura privo di antiblotici. 

10. Procedlmento per la pireparazione di sacche congelate di linfociti 
TALL in quantity di almeno 1x10^ cellule caratterizzato dal fatto che 
tale quantity d ottenuta con un singolo sistema di coltura omogeneo. 

1 1 . Procedlmento secondo la rivendicazione 10 caratterizzato dal fatto 
che tale procedlmento omogeneo 6 in accordo con le rivendicazioni 
1-9: 

12. Procedlmento secondo la rivendicazione 11 dove la sacca e saldata 
trasversalmente al coliarino di riempimento della sacca stessa In 
almeno due punti, tali saldature effettuate in mode da generare 
almeno una camera campionatrice contenente un volume di coltura 
cellulare compreso tra 0.1 ed 1 ml, fisicamente separati dalla coltura 
contenuta nella sacca per effettuare controlli di qualita. 

13. Procedlmento per la preparazione di una dose dl almeno 1x10^ 
linfociti TALL in coltura omogena, dove tali linfociti sono caratterizzati 
daU'espressione del marcatori immunologic! CDS e CDS in 
percentuale superlore o uguale al 98%, preferibilmente ^ 99% e 
CD56 espressi almeno al 95%, preferibilmente ^ 97%. 

14. Procedlmento secondo la rivendicazione 13 dove i linfociti sono 
TALL-104 

15. Procedlmento secondo la rivendicazione 13 dove tali linfociti sono 
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caratterizzati da un'attivitd biologica misurata con un saggio di 
citotossicitd su opportune cellule target pari ad almeno il 70% del 
controlio. 
Milanb, li 4 ottobre 2002 

p. ABIOGEN PHARIVIA S.p.A. 



IIMap^^cr/ 



t Diego Paliinl 
NOTARBARTOLO & GERVASI S.p.A. 
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numero di cellule/ml (-♦-,) livelli di giucosio (barra piena). 



Figura 1 



